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摘要 : 土壤 微生物 在 物质 循环 过 程 中 具有 重要 作用 且 对 环境 变化 敏感 ， 是 衡量 土壤 质量 的 重要 指标 ， 在 恢 
复生 态 学 研究 中 具有 重要 意义 。 为 探究 不 同 植被 恢复 模式 对 土壤 理化 性 质 和 细菌 群落 的 影响 以 及 土壤 细菌 
群落 差异 的 原因 ， 本 研究 以 云南 省 昆 阳 磷 矿 为 研究 对 象 ， 运 用 PCR-DGGE 技术 和 理化 指标 测定 分 析 了 三 
种 植被 恢复 模式 ( 芒 草 从 、 旱 冬瓜 藏 柏 麻 栎 混交 林 、 藏 柏 早 冬瓜 混交 林 ) 下 土壤 细菌 群落 多 样 性 、 物 种 
组 成 及 土壤 理化 性 质 。 结 果 表 明 : (1) 植被 恢复 有 助 于 改善 土壤 养分 ,不 同 植被 恢复 模式 下 土壤 理化 性 
质 以 及 细菌 群落 多 样 性 和 物种 组 成 均 存 在 差异 。(2) 土壤 细菌 多 样 性 与 植被 恢复 模式 之 间 具 有 显著 相关 
性 ,但 与 土壤 理化 指标 均 无 显著 相关 性 。(3) 土壤 细菌 群落 物种 组 成 与 土壤 碱 解 氮 含量 以 及 植被 恢复 模 
式 间 具 有 极 显著 相关 性 ， 与 其 他 土壤 理化 指标 间 无 显著 相关 性 。 本 研究 表明 磷 矿 区 不 同 植 被 恢复 模式 下 土 
壤 理 化 性 质 和 细菌 群落 均 具 有 差异 ， 土 壤 细菌 群落 多 样 性 差异 的 主要 原因 为 植被 恢复 模式 不 同 ， 物 种 组 成 
差异 的 主要 原因 为 土壤 碱 解 氮 含 量 不 同 ， 其 次 为 植被 恢复 模式 不 同 。 
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Effects of Different Re-vegetation Patterns on Soil Physicochemical 
Properties and Bacterial Community in Kunyang Phosphate-mine 
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Abstract; Soil microorganisms are applied to evaluate soil quality and significant in restoration ecology for their im- 
portant roles on nutrient cycle and sensitivity to environment changes. To investigate the effects of re-vegetation pat- 
tern on soil physicochemical properties and soil bacterial community and the reasons for soil bacterial community dis- 
crepancy , the soils of three re-vegetation patterns ( grass of Miscanthus sinensis , the mixed forest of Alnus nepalensis , 
Cupressus torulosa and Quercus acutissima , the mixed forest of Cupressus torulosa and Alnus nepalensis) in Kunyang 
phosphate-mine, near Kunming, Yunnan province of China were studied. Polymerase chain reaction-denaturing gra- 
dient gel electrophoresis ( PCR-DGGE) and soil physicochemical indices were used to analyze soil bacterial commu- 
nities ( diversity and species composition) and soil physicochemical properties. The results indicated that re-vegeta- 


tion contributed to soil nutrients and soil physicochemical properties were different in these three patterns. As for soil 
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bacterial community ，the diversity and species composition varied in different patterns. Pearson correlation showed that 


soil bacterial community diversity was correlated with re-vegetation pattern significantly but not with any soil physico- 


chemical properties determined in this research. Soil bacterial species composition was strongly correlated with soil a- 


vailable nitrogen and re-vegetation pattern but no others through Canonical Correspondence Analysis ( CCA). It is con- 


cluded that both soil physicochemical properties and bacterial community ( diversity and species composition) vary in 


different re-vegetation patterns and the reason for diversity difference is re-vegetation pattern while the affecting fac- 


tors of soil bacterial community composition are soil available nitrogen and re-vegetation pattern orderly. 


Key words: Phosphate-mine; Re-vegetation patterns; Soil physicochemical properties; Soil bacterial communities ; 


PCR-DGGE 


磷 矿 开采 为 国民 经 济 建设 和 农业 发 展 做 出 
了 重要 贡献 ， 但 也 带 来 土地 破坏 、 生 态 功能 减 
弱 、 环 境 污染 、 人 体 健康 威胁 等 问题 。 磷 矿 为 云 
南 省 的 优势 矿产 ,特别 是 在 注 池 周围 分 布 着 昆 
E EO, UT, ET, WIERD (FAH 
等 , 2008) ， 因 此 进行 生态 恢复 对 保护 演 池 及 其 
周围 环境 尤为 重要 。 生 态 恢 复 手段 包括 物理 恢 
复 、 化 学 恢复 、 生 物 恢复 等 ， 其 中 生物 恢复 因 其 
成 本 低 、 环 境 影响 小 、 可 就 地 恢复 等 优点 ， 在 矿 
区 恢复 中 得 到 广泛 应 用 ( 吴 金 平和 顾 玉 成 ， 
2005 ) 。 昆 阳 磷 矿 上 世纪 80 年 代 便 开始 植被 恢复 工 
作 ， 是 首 批 国家 级 绿色 矿山 试点 单位 ， 为 磷 矿 区 植 
被 恢复 研究 提供 了 理想 研究 地 点 ,但 目前 研究 内 容 
主要 涉及 地 上 植物 多 样 性 ( 孟 广 涛 等 , 2011) 、 植 
物 群落 物种 配置 (村 贵 祥 等 ,2012)、 土 壤 肥 力 
(和 丽 萍 等 , 2012) 等 方面 ， 对 地 下 生态 系统 中 微 
生物 的 研究 尚未 有 报道 。 然 而 ， 土 壤 微 生物 在 物质 
循环 过 程 中 起 主要 推动 作用 ， 是 恢复 生态 系统 中 的 
重要 组 成 部 分 ， 在 衡量 土壤 恢复 效果 时 常 与 土壤 性 
质 一 起 作为 评价 指标 ( 滕 应 等 , 2004; 王 江 和 张 尝 
邦 , 2009; Harris, 2003) ， 实 际 上 ， 因 其 对 环境 变化 
敏感 在 衡量 土壤 恢复 效果 时 更 有 价值 。 那 么 ， 土 壤 
微生物 群落 究竟 是 对 哪些 环境 因素 的 变化 敏感 呢 ? 
近年 来 ， 很 多 学 者 针对 该 问题 展开 了 研究 和 讨论 
(Jangid ^5, 2010; Bais 等 ，2004; Kowalchuk 等 ， 
2002; Camey 和 Matson ，2005; Asensio 等 ，2013; 
Lauber 等 , 2008; Wu 等 , 2012; Han 等 , 2007; 张 平 
究 和 潘 根 兴 , 2010; Zhao 等 , 2012) ， 总 结 他 们 的 观 
点 ， 影 响 土壤 微生物 群落 的 环境 因素 主要 包括 两 部 
分 , 一 部 分 是 土壤 环境 因素 (土壤 pH、 含 水量 、 
养分 、 重 金属 等 ) ， 另 一 部 分 是 植被 因素 (植被 类 
型 、 物 种 、 多 样 性 、 种 植 时 间 等 ), 但 不 同样 地 条 
件 和 实验 方法 下 各 因素 的 影响 程度 有 所 差异 ， 因 


















































此 ， 为 了 更 加 深入 地 探究 该 问题 ， 更 多 实验 条 件 
和 方法 下 的 相关 研究 是 很 有 必要 的 。 特 别 是 针对 
磷 矿 区 废弃 地 这 一 特殊 环境 ， 对 土壤 微生物 群落 
变化 及 其 原因 的 研究 对 于 理解 生态 恢复 过 程 以 及 
旧 导 恢复 具有 重要 的 意义 ， 但 至 今 知 之 甚 少 。 
变性 梯度 凝 胶 电 泳 (DGGE) RA 1993 年 
首次 被 应 用 于 微生物 群落 研究 以 来 ， 在 微生物 生 
态 学 领域 得 到 了 广泛 应 用 ， 它 是 一 种 无 需 进行 培 
养 的 分 子 标记 方法 ， 其 原理 为 :长度 相 同 但 序列 
不 同 的 DNA 片段 ， 其 在 不 同 变性 剂 浓度 下 解 链 
行为 不 同 因而 电泳 迁移 速率 不 同 ， 特 定 DNA 片 
段 在 特定 变性 剂 浓度 位 置 停止 迁移 ， 形 成 图 谱 
可 见 的 条 带 (Muyzer 等 , 1993) ， 因 此 DGGE 图 
谱 中 条 带 位 置 不 同 表示 微生物 种 类 不 同 ， 该 技术 
从 分 子 水 平 上 为 微生物 群落 分 析 提 供 了 一 种 有 力 
的 直观 的 手段 。 
本 研究 运用 PCR-DGGE 分 子 标记 技术 对 昆 
阳 磷 矿 处 于 恢复 初期 的 三 种 常见 植被 恢复 模式 0~ 
15 cm 土 层 细菌 群落 多 样 性 及 物种 组 成 进行 研 
究 ， 同 时 测定 相应 土壤 理化 指标 ， 以 期 探究 以 下 
科学 问题 : (1) 不 同 植被 恢复 模式 下 土壤 理化 性 
质 是 否 具 有 差异 ?” (2) 不 同 植被 恢复 模式 下 土壤 
细菌 群落 是 否 具 有 差异 ? (3) 大 土壤 细菌 群落 具 
有 差异 ， 是 植被 恢复 模式 不 同 引起 的 还 是 不 同 模 
式 土壤 理化 性 质 的 差异 引起 的 ? 本 研究 对 未 来 磷 
矿区 植被 恢复 工作 具有 重要 的 理论 价值 。 









































1 材料 与 方法 
1.1 研究 区 概况 
昆 阳 磷 矿 属 国有 大 型 露天 矿山 ， 坐 落 于 云南 省 昆 
明 市 晋 宁 县 昆 阳 镇 ， 紧 邻 汗 池 南 岸 。 本 研究 区 位 于 昆 阳 
BED fk EXP, N 24°43', E102934', 海拔 2118~ 
2 282 m， 年 平均 气温 14.7" ， 年 均 降 水 量 918 mm, KE 
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集中 于 5-10 月 ， 区 域 土壤 类 型 为 红壤 ( 李 贵 祥 等 ， 、 全 所 、 碱 解 氮 、 全 











2012) 。 昆 阳 磷 矿 是 较 早 开展 植被 恢复 的 磷 矿 区 之 一 ， 
复 虹 区 内 现 多 为 人 工 林 ， 主 要 恢复 树种 有 蓝 核 ( Euca- 
直 杆 核 (Eucalyptus maideni) 、 云 南 松 
华山 松 (Pinus armandi) ,. 3 AA 
( Cupressus lorulosa ) 、 墨 西 哥 柏 ( Cupressus lusitanica ) 、 
旱 冬 瓜 (Alnus nepalensis) 、 圣 诞 树 (Acacia dealbata ) 、 
WE ( Quercus acutissima ) 等 ， 另外 还 种 植 了 一 些 灌木 
和 草本 植物 ， 其 中 ， 芒 草丛 恢复 模式 中 主要 的 草本 植物 
包括 芒 (Miscanthus sinensis) , Efi 5€ (Arundinella Sp.) 、 
Æ (Stipa sp.) 等 。 
1.2 样品 采集 
本 研究 所 选择 的 三 种 植被 恢复 模式 为 2005 年 及 以 后 

种 植 的 芒 草 从 〈C) 、 早 冬瓜 藏 柏 麻 栎 混交 林 (H) UR 
柏 旱 冬瓜 混交 林 (B) ， 以 开采 后 尚未 进行 植被 恢复 的 土 
地 作为 阳性 对 照 (CK) ， 以 未 经 开采 的 原始 茂 柏 黑 荆 混 
交 林 作为 阴性 对 照 (N= Natural) 。 所 有 样 地 均 位 于 昆 阳 
磷 矿 复明 区 内 ， 开 采 前 种 植 类 型 相同 ， We lm 
厚 原 有 表土 ， 因 此 土壤 本 底 状 况 可 认为 相同 。 样 品 
于 2011 年 12 月 ， 每 种 模式 及 对 照 内 选取 三 块 10 mx 10m 
样 地 作为 重复 ( 样 地 概况 见 表 1， 其 中 ， 对 照 三 个 重复 
样 地 之 间 植 被 组 成 及 盖 度 差异 小 ， 未 列 出 ) ， 每 样 
地 内 运用 五 点 采样 法 选取 5 个 采样 点 ， 去 除 表面 腐 殖 层 

后 分 别 采集 0~ 15 cm 土 层 的 土壤 ， 均 匀 混 合 后 采用 四 分 
法 取 约 0.5 kg 土壤 作为 该 样 地 的 土壤 样品 。 去 除 土 壤 
中 杂质 后 过 2 mm 分 样 第 ， 将 土 样 分 为 两 部 分 ,一 部 分 

于 -20 保存 用 于 土壤 微生物 群落 分 析 (本 实验 中 未 对 
对 照 土 样 进行 微生物 群落 分 析 ) ， 另 一 部 分 风干 后 进行 
土壤 理化 指标 测定 。 
1.3 土壤 理化 指标 测定 








lyptus globulus ) 、 


(Pinus yunnanensis ) 、 
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壤 基 础 理 化 指标 包括 pH, ANLE 

MUERE. ARE. EAH, 土壤 重金 属 指标 包括 总 
砷 、 Be. AME. AB. pH 测定 采用 电位 法 ， 有 
机 质 采用 油 浴 重 铭 酸 钙 容 量 法 ,全 气 采 用 半 微 量 开 氏 
法 ， 碱 解 氮 采 用 碱 解 扩散 法 ， 全 磷 采 用 氢 氧 化 钠 熔融 
钼 锐 抗 比 色 法 ， 速 效 磷 采 用 气 化 铵 浸 提 - 钼 匀 抗 比 色 法 ， 
全 钾 采 用 氧 氧 化 钠 熔融 -火焰 分 光 光 度 法 ， 速 效 钾 采 用 
乙酸 铵 浸 提 -火焰 分 光 光 度 法 。 总 末 和 总 砷 测定 采用 原 
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子 奖 光 法 ， 总 铅 、 总 铬 、 总 锅 的 测定 采用 王 水 回流 消解 
原子 吸收 法 。 


1.4 土壤 细菌 16S rDNA 基因 的 PCR-DGGE 
1.4.1 土壤 基因 组 总 DNA 提取 采用 美国 
Tek 公司 的 上 E.Z.N.A.m Soil DNA Kit 试剂 盒 进行 土 壤 基 
因 组 总 DNA 提取 ， 每 份 土 样 做 3 次 重复 ， 每 次 重复 土壤 
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用 量 为 500 mg， 提 取 结 果 利 用 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 进行 
检测 。 
1.4.2 细菌 16S rDNA V3 区 特异 性 片段 的 PCR 扩 增 





本 研究 运用 梨 式 PCR 技术 (Zhao 等 , 2012; 郑 贺 云 
等 , 2012) 对 土壤 细菌 16S rDNA V3 区 片段 进行 PCR 扩 
增 ， 为 提高 PCR 效果 ， 使 用 天 根 生化 科技 (北京 ) 有 
限 公司 生产 的 2 x Taq PCR MasterMix。 第 一 轮 所 用 引物 
为 细菌 16S rDNA 通用 引物 F27 (5'-3' 序 列 为 AGAGTTT- 
GATCCTGGCTCAG) 和 R1492 (5'-3' 序 列 为 TACCTTGT- 
TACGACTT) (Jangid 等 , 2008) ， 扩 增 片段 长 度 约 1 500 bp, 
PCR 反应 体系 (50 pL) 包括 DNA 模板 2 uL, 5| o4 
1 pL, 2x Taq PCR MasterMix 22 uL, PCR 反应 条 件 为 : 
94 变性 5 min, 循环 31 次 ， 每 次 循环 中 94 caue 40 s, 
45 人 退火 40s, 72 % 延伸 60s， 最 后 72 7C SIE fI 7 min, 
第 二 轮 所 用 引物 为 细菌 168 rDNA V3 区 通用 引物 GC- 
338F (5'-3' 序 列 为 CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGG 










































































本 人 研究 中 共 测 定 土壤 理化 指标 13 项 ， 分 为 两 类 ， 土 CGGGGGCACGGGGGGACTCCTACGGGAGGCAGCAG) 和 
表 1 样 地 概况 
Table 1 General situations of the sample plots in this research 
EH TN 恢复 时 站 
ie HA paber D ud 植被 组 成 及 盖 度 Vegetation composition and coverage 
NO. time 
CI 芒 草 从 2007 芒 、 野 古 草 、 早 熟 禾 等 6 种 ， 约 95% 
C2 EEM 2007 芒 、 大 狗 尾 草 、 野 古 草 等 9 种 ， 约 95% 
C3 芒 草 从 2007 TE. SpA. WP sp 等 6 种 ， 约 100% 
Hl ” 旱 冬 瓜 藏 柏 麻 栎 混交 林 2006 早 冬瓜 25%， 藏 柏 15%， 麻 栎 10% ， 蔷 sp. 、 紫 葵 泽 兰 、 白 花车 轴 草 等 6 种 约 40% 
H2 ”时 冬瓜 藏 柏 麻 栎 混交 林 2006 旱 冬 瓜 20% ， 藏 柏 10% ， 麻 标 5% ， 紫 葵 泽 兰 、 青 茅 、 野 坝子 等 10 种 约 15% 
H3 ” 旱 冬 瓜 藏 柏 麻 栎 混交 林 2006 旱 冬 瓜 25% ， 藏 柏 15%， 麻 标 10% ， 戟 叶酸 模 、 紫 葵 泽 兰 、 白 花车 轴 草 等 13 种 约 45% 
BI — 藏 柏 旱 冬 瓜 混 交 林 2005 藏 柏 60% ， 旱 冬瓜 几乎 全 部 枯死 ， 和 白花 车 轴 草 Wi sp. 、 马 桑 等 4 种 约 5% 
B2 藏 柏 旱 冬瓜 混交 林 2005 藏 柏 50% ， 旱 冬瓜 10% (存在 枯死 现象 ) ， 白 花车 轴 草 、 茧 sp.、 马 桑 等 4 种 约 5% 
B3 藏 柏 旱 冬瓜 混交 林 2005 藏 柏 40%， 旱 冬瓜 5% (存在 枯死 现象 ) ， 白 花车 轴 草 、 项 sp.、 鬼 针 草 等 3 种 约 7096 
CK 尚未 进行 植被 恢复 E sp.、 紫 茎 泽 兰 等 2 种 约 10% 
N 未 经 开采 藏 柏 40%， 黑 荆 20%， 牛 膝 、 紫 茎 泽 兰 、 杜 氏 鼠 尾 草 等 8 种 约 15% 
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518R (5 -3 序列 为 ATTACCGCGGCTGCTGG) ， 扩 增 片 H' =- DPilnpi, J = H/H, 

板 (直接 以 第 一 轮 PCR 产物 为 模板 ) 1 pL、 引 物 各 1 pL, yung i 

2 x Taq PCR We PCR 反应 I 94% 变 根据 条 带 位 置 列 出 二 元 矩阵 (存在 记 为 1， 不 存在 
ES mua Hore, SURE er Um 58'C 记 为 0), 利用 IBM SPSSI9. 0 统计 软件 计算 Jaccard 系 
退火 30s、72 CER 30s, BUG 72 Cf 7min (Becker — 数 ， 相 关 分 析 也 利用 IBM SPSS19.0 统计 软件 进行 ， 典 范 
等 , 2006) 。 引 物 由 生 工 生物 工程 (上 海 ) 有 限 公 司 合 





成 , 稀释 至 10 pmo- 
SERE ra vd T Fr 
轮 扩 增产 物 的 DGGE (变性 梯度 凝 胶 电 泳 ) 














1. 596 38:8 


1.4.3 第 二 





LJSE, PCR 扩 增 
|, 





结果 利用 


对 Muyzer 的 方法 (Muyzer 等 , 1993) 进行 优化 ， 采 





用 Bio-Rad 会 
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HEHE : 双 丙 烯 酰胺 = 
(100% 变 性 剂 指 7 mo 


混合 物 ) n 



































日 上 至 下 递增 。 
20 uL TEMED 至 胶 完 全 凝 
电泳 缓冲 液 的 电泳 槽 中 ,将 同一 土 样 三 





37.5: 1) ， 变 性 

















1.L 尿素 与 40% 的 去 离子 | 








\ 司 的 DCode 基因 突变 检测 系统 对 第 二 轮 
PCR 产物 进行 分 离 ， 使 用 8% 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 (丙烯 
梯度 为 40% ~ 5596 
酰胺 的 
加 100 pL 过 硫酸 铵 (APS) 和 
Pi, TETUR 1 x TAE 











次 重 


重复 的 第 


轮 PCR 产物 等 量 混 合作 为 该 样品 的 第 二 轮 PCR Pap. 





去 除 加 样 孔 内 气泡 后 
60*C 220 V 预 电泳 





13h。 
DGGE 图 谱 
1.5 数据 分 析 


待 电 

















运 
图 谱 进 4 
标 : 丰富 度 


丰富 度 


J 分析， 根据 





E (S), Shannon-Wiener 多 样 性 


取 第 二 








5 min, 


2012), 








数据 化 结果 计算 土壤 细 




















Pielou 均匀 度 指数 (J), ARU TF: 


A2 不同 植 被 恢复 模式 及 对 照 土壤 (0-15cm) 理化 指标 (Cl 


轮 PCR 产物 与 省 酚 蓝 的 混合 
物 20 pL (PCR 产物 : 澳 酚 蓝 =3:1) 加 入 加 样 孔 ， 
之 后 将 电压 调 至 80 V 电泳 
泳 结束 后 ， 取 下 肇 胶 进行 银 当 并 拍照 ， 得 到 
(Zhao 等 ， 


恒温 


用 图 像 分 析 软 件 Quentity One. (4.6.2) 对 DGGE 
菌 多 样 性 
指数 (H') 及 





指 


对 应 分 析 (CCA) 运用 Canoco for windows 4. 5 软件 。 
2 结果 与 分 析 
2.1 植被 恢复 对 土壤 理化 性 质 的 影响 

三 种 植被 恢复 模式 及 对 照 土壤 (0~ 15 em) 
13 项 理化 指标 如 表 2 所 示 ， 开 采 后 尚未 进行 植 
被 恢复 的 土壤 (CK) 与 原始 土壤 (N) 相 比 ， 
全 钾 和 速效 磷 含 量 高 于 后 者 ， 但 pH 和 其 他 养分 
旧 标 均 低 于 后 者 ， 重 金属 指标 中 ， 除 锅 外 均 高 于 
后 者 ， 可 见 ， 磷 矿 开采 利于 土壤 全 钾 和 速效 磷 含 
量 提高 ， 但 会 导致 土壤 pH 和 其 他 养分 含量 降低 
以 及 重金 属 含量 升 高 。 按 照 文献 中 报道 的 全 国 第 
二 次 土壤 普查 养分 分 级 标准 (RII, 2009), 
未 恢复 土壤 及 三 种 模式 土壤 中 磷 和 钾 养 分 丰富 ， 
而 有 机 质 和 氮 养 分 缺乏 ， 按 照 土壤 环境 质量 标准 
(GB 15618-2008) ， 磷 矿区 土壤 中 重金 属 含量 对 
植物 基本 不 造成 污染 ， 因 此 ， 影 响 磷 矿区 废弃 地 
土壤 质量 的 主要 因素 为 有 机 质 和 和 毛 养分。 由 于 土 
壤 中 磷 养 分 并 非 限 制 性 因素 ， 而 且 可 能 因 有 覆土 时 
人 人 因此 本 研究 在 进 
行 土壤 理化 性 质 分 析 时 将 全 磷 和 速效 磷 指 标 排除 。 


均值 + 标准 差 ) 





























Table 2 Soil (0-15 em) physicochemical indices of different re-vegetation patterns and control. ( mean + SE) 














eS 
p a iidices B H z CK Dg 

pH (Water : Soil=2. 5:1) 6. 11 +0.22 5.81 20.41 6. 05 + 0. 20 6. 16 + 0. 22 7.11 +0.08 
有 机 质 OM/g .kg-: 13. 39 + 3. 28 8.41 +2.01 17.27 + 10.23 14.25 + 3. 88 25. 28 + 10. 13 
AR TN/g - kg! 0.78 + 0. 12 0.71 +0. 10 0. 93 = 0. 40 0. 30 = 0. 03 1. 08 + 0. 27 
Ali TP/g kg”! 17.35 + 1.46 1.14 +0. 27 14. 68 + 5. 04 8.91 + 0. 22 15. 41 + 2. 03 
全 钾 TK/g - kg"! 18. 62 + 1.92 20. 06 + 1.38 20.63 + 0.27 27.58 + 4. 46 25.45 + 1. 78 
DURA AN/mg kg-! 34. 82 + 8.26 23.09 + 2.20 48. 75 + 26. 49 18. 53 + 1. 54 56. 60 + 19. 63 
WEO AP/mg - kg! 160. 90 + 6. 61 18. 66 + 5. 46 102. 38 + 2. 78 77.18 15.97 19. 45 + 4. 80 
MERCI AK/mg - kg! 204.41219.05  174.22+20.95  170.03243.65  118.61216.14 217.83 18.15 
EE Total Hg/mg - kg! 0.23 + 0.01 0. 10 + 0. 04 0.23 + 0. 02 0.21 +0.06 0.13+0.01 
总 砷 Total As/mg - kg! 24. 47 = 3.26 27.61 + 17.30 26. 56 + 1.05 17.54 2. 49 17.04 + 1.63 
总 铅 Total Pb/mg - kg"! 66. 67 = 7. 40 24. 04 + 5.07 99. 21 4.67 87.55 + 12. 37 51.27 + 10. 16 
总 铬 Total Cr/mg kg”! 83. 91 + 9. 86 90. 96 + 15. 27 99. 05 + 15. 50 95.99 + 11.07 53. 53 + 10. 69 
总 锅 Total Cd/mg kg! 0.25 0.01 0.27 + 0. 02 0.29 + 0. 02 0. 18 + 0. 02 0. 26 + 0. 03 
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植被 恢复 5 年 后 ， 与 原始 土壤 相 比 ， 三 种 
模式 土壤 pH, AIE, EA, MERA, EA 
速效 钾 含 量 均 低 ， 砷 、 铬 、 铀 含量 均 高 ， 土 壤 恢 
复 仍 是 磷 矿 区 生态 恢复 的 一 项 重大 课题 。 但 与 尚 
未 进行 植被 恢复 的 土壤 相 比 ， 三 种 模式 土壤 全 








明 植 被 恢复 措施 能 够 有 效 抑制 土壤 中 元 素 的 流 
失 ， 三 种 模式 土壤 总 来 、 总 铅 和 总 铬 含量 具有 较 
大 差别 。 绽 上， 植被 恢复 措施 在 改善 土壤 养分 方 
面具 有 重要 作用 ， 与 未 恢复 土壤 相 比 ， 不 同 植被 
恢复 模式 下 土壤 理化 性 质 的 变化 不 同 ， 植 被 恢复 











氮 、 碱 解 氮 、 速 效 钾 含 量 均 升 高 ， 特 别 是 土壤 氮 
养分 ， 但 升 高 幅度 不 同 。 氮 养分 升 高 幅度 藏 柏 早 
冬瓜 混交 林 > 芒 草丛 > 早 冬瓜 藏 柏 麻 栎 混交 林 ， 
速效 钾 升 高 幅度 芒 草 从 > 旱 冬 瓜 藏 柏 麻 栎 混交 林 
> 藏 柏 旱 冬瓜 混交 林 。 速 效 钾 含 量 升 高 的 同时 ， 
三 种 模式 土壤 全 钾 含 量 均 下 降 ， 下 降幅 度 芒 草 从 
> 旱 冬 瓜 藏 柏 麻 栎 混交 林 > 藏 柏 旱 冬瓜 混交 林 ， 
说 明 植被 恢复 土壤 中 速效 钾 的 转化 速率 提高 。 物 
质 转化 过 程 中 往往 需要 酸 的 参与 ( Rodriguez 和 
Fraga, 1999) ， 因 而 植被 恢复 土壤 pH 降低 ， 降 
低 幅 度 早 冬 瓜 茂 柏 麻 栎 混交 林 > 芒 草 从 > 藏 柏 早 
冬瓜 混交 林 。 三 种 模式 中 ， 旱 冬瓜 藏 柏 麻 栎 混交 
林 土 壤 有 机 质 含量 明显 低 于 未 恢复 土壤 以 及 毛 养 
分 升 高 幅度 小 ， 主 要 因为 恢复 初期 植物 快速 生长 
导致 消耗 量 大 于 积累 量 ， 藏 柏 旱 冬 瓜 混 交 林 由 于 
旱 冬瓜 存在 枯死 现象 增加 了 土壤 有 机 质 和 所 养分 
含量 。 重 金属 方面 ， 只 有 早 冬 瓜 藏 柏 麻 栎 混交 林 
土壤 来 和 铅 含量 明显 低 于 未 恢复 土壤 ， 其 他 无 异 
于 甚至 高 于 未 恢复 土壤 ， 究 其 原因 主要 是 未 恢复 
地 植被 覆盖 度 低 ， 重 金属 较 易 流 失 ， 这 从 侧面 说 
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图 1 不 同 植被 恢复 模式 土壤 细菌 16S rDNA 基因 的 DGGE 图 谱 
Fig. 1 DGGE profile of 16S rDNA genes of soil bacteria 




















for different re-vegetation patterns 


模式 不 同 引 起 土壤 理化 性 质 的 差异 。 
2.2 不 同 植 被 恢复 模式 对 土壤 细菌 群落 的 影响 

由 图 1 中 各 样 地 条 带 位 置 可 看 出 ， 不 同 植被 
恢复 模式 土壤 细菌 物种 组 成 具有 较 大 差异 ， 进 一 
步 计 算 Jaccard 系数 (本文 未 列 出 ) AL, 不同 
模式 间 土 壤 细 菌 物种 组 成 相似 性 低 于 50%， 说 
明 不 同 植被 恢复 模式 下 土壤 细菌 群落 物种 组 成 发 
生 了 较 大 变化 。 土 壤 细 菌 多 样 性 指标 (R3) K 
明 ， 不 同 植被 恢复 模式 下 土壤 细菌 多 样 性 也 存在 
差异 ， 大 小 关系 为 芒 草 从 > 早 冬瓜 藏 柏 麻 栎 混交 林 
> 藏 柏 早 冬 瓜 混 交 林 。 综 上 ,不 同 植被 恢复 模式 
下 土壤 细菌 群落 多 样 性 及 物种 组 成 均 具 有 差异 。 
2.3 土壤 细菌 多 样 性 与 植被 恢复 模式 及 土壤 理 
化 性 质 的 相关 性 分 析 

土壤 细菌 多 样 性 指标 与 植被 恢复 模式 以 及 土 
壤 理 化 指标 的 Pearson 相关 性 大 小 ( 表 4) RH, 
土壤 细菌 多 样 性 与 植被 恢复 模式 具有 显著 相关 
性 ， 而 与 所 测 所 有 土壤 理化 指标 间 均 无 显著 相关 
性 ， 由 此 可 知 ， 引 起 土壤 细菌 多 样 性 差异 的 主要 
原因 是 植被 恢复 模式 不 同 而 不 是 土壤 理化 性 质 的 
差异 。 

















RI 不 同 植 被 恢复 模式 土壤 细菌 丰富 度 、 多 样 性 及 均匀 度 
Table 3 Richness, diversity and evenness of soil bacteria 


for different re-vegetation patterns 





恢复 模式 
Re-vegetation S H' J 
pattern 
C 27.7 €£3.1 2.82 x 0.07 0. 85 + 0. 03 
H 24.3x0.6 2.66 x 0.11 0. 83 + 0. 03 
B 22.7 x3.1 2.55 + 0. 22 0. 82 + 0. 04 


S: 丰富 度 ; H'; Shannon-Wiener 多 样 性 指数 ; J; Pielou 均匀 度 
指数 ; C. EHM; H: 旱 冬 瓜 藏 柏 麻 栎 混交 林 ; B: 藏 柏 旱 冬 
瓜 混 交 林 


S: Richness; H’; Shannon-Wiener diversity index; J; Pielou even- 





ness index; C; grass of Miscanthus sinensis; H; the mixed forest of Al- 
nus nepalensis, Cupressus torulosa and Quercus acutissima; B; the 


mixed forest of Cupressus torulosa and Alnus nepalensis 
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表 4 土壤 细菌 多 样 性 指标 与 植被 恢复 模式 以 及 土壤 
理化 指标 的 Pearson 相关 性 
Table 4 Pearson correlations between the indices of soil bacterial 


diversity, re-vegetation pattern and physicochemical properties 





S H' J 

Re-vegetation pattern -0. 698 * -0. 679 * —0. 464 
pH 0. 177 —0. 035 —0. 191 

OM —0. 164 -0.357 —0.41 
TN —0. 192 —0. 382 —0.431 
TP 0.22 0.177 0. 109 
TK -0.17 —0. 457 —0. 586 

AN —0. 206 -0. 355 -0. 37 
AP 0. 388 0. 344 0. 225 
AK 0. 401 0. 309 0. 148 
Total Hg 0. 028 —0. 059 —0. 104 
Total As —0. 091 -0.312 -0. 437 
Total Pb —0. 138 —0. 184 -0. 155 
Total Cr —0. 057 —0. 285 —0. 415 

Total Cd -0. 357 -0.412 -0. 35 











* 具有 显著 相关 性 (P<0.05) 


”means significant correlation ( P«0. 05) 





2.4 土壤 细菌 物种 组 成 与 植被 恢复 模式 及 土壤 
理化 性 质 的 关系 

对 各 样 地 土壤 细菌 物种 组 成 与 环境 因子 
(植被 恢复 模式 、 样 地 因素 、 土 壤 理化 指标 ) 进 
行 典 范 对 应 分 析 (CCA) ， 排 序 结果 如 图 2 所 示 ， 
箭头 表示 环境 因子 ， 箭 头 所 处 象限 表示 环境 因子 
与 排序 轴 之 间 的 正 负 相关 性 ， 箭 头 连 线 与 排序 轴 











1.5 


PC2 (20.496) 


-2.0 PC1 (25.2%) 





Jita Pattern 
Site [BI 


的 夹 角 大 小 表示 该 环境 因子 与 排序 轴 的 相关 性 大 
小 , 夹 角 越 小 相关 性 越 大 ， 箭 头 连 线 的 长 度 代表 
某 个 环境 因子 与 土壤 细菌 分 布 的 相关 性 大 小 ， 长 
度 越 长 相关 性 越 大 〈 林 先 贵 , 2010) 。 由 图 2 可 
知 ， 第 一 和 第 二 排序 轴 共 能 解释 土壤 细菌 物种 分 
布 45.6% 的 差异 ， 植 被 恢复 模式 、 样 地 因素 以 
及 土壤 养分 含量 对 土壤 细菌 物种 组 成 的 影响 较 
K, EE pH 和 重金 属 含量 的 影响 较 小 。 进 行 显 
著 性 检验 (R5) 表明 ， 土 壤 细菌 群落 物种 组 成 
与 土壤 碱 解 氮 含量 以 及 植被 恢复 模式 之 间 具 有 极 
显著 相关 性 ， 与 其 他 环境 因子 之 间 无 显著 相关 
性 ， 对 磷 矿 区 土壤 细菌 群落 物种 组 成 影响 最 大 的 
环境 因子 为 土壤 碱 解 氮 ， 其 次 为 植被 恢复 模式 。 


表 5 环境 因子 对 土壤 细菌 群落 物种 组 成 影响 的 显著 性 检验 


Table 5 Significance testing on the effects of environment 




































































factors on soil bacterial species composition 











环境 因子 LambdaA P F 
碱 解 氮 AN 0. 55 0. 001 2.04 
TEN 

e ues Th 0:002 2:08 
总 铅 Total Pb 0. 29 0. 281 1.3 
总 砷 Total As 0. 28 0. 324 1. 36 
总 锅 Total Cd 0. 23 0. 394 1.18 
ERE TP 0.22 0. 392 1.21 
速效 磷 AP 0. 23 0. 37 1.62 
样 地 Site 0. 14 1 0 





4.0 


图 2 土壤 细菌 物种 分 布 与 环境 因子 的 CCA 排序 图 


Fig.2 CCA ordination map of the soil bacterial species distribution and environment factors 
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由 样 地 分 布 特点 可 见 ， 芒 草 从 模式 与 其 他 
两 种 林地 模式 间 关 系 较 远 ， 位 于 第 一 排序 轴 下 
方 ， 两 种 林地 模式 间 关 系 较 近 ， 均 位 于 第 一 排序 
轴 上 方 ， 说 明 芒 草 从 模式 土壤 细 阔 群落 物种 组 成 
与 两 种 以 旱 冬 瓜 为 伴生 树种 的 林地 模式 之 间 具 有 
更 大 的 差异 性 。 








3 ”讨论 
环境 污染 作为 人 类 面临 的 共同 问题 ， 得 到 了 
越 来 越 广泛 的 关注 ， 矿 业 开 采 作为 环境 污染 产生 


研究 发 现 不 同 植物 群落 下 土壤 细菌 群落 结构 出 现 
较 大 差异 ; 陈 来 红 等 (2012) 同样 运用 PCR- 
DGGE 技术 对 准 格 尔 露天 矿区 不 同 复 垦 时 间 和 复 
垦 模 式 下 土壤 细菌 多 样 性 进行 研究 ， 结 果 表 明 牧 
草 种 植 模式 土壤 细菌 多 样 性 高 于 乔 灌 草 模式 ， 而 
且 种 植 时 间 较 短 时 两 者 的 差异 要 高 于 种 植 时 间 较 
长 时 ， 这 一 研究 结果 与 本 研究 结果 具有 相似 性 ， 
本 研究 中 三 种 恢复 模式 均 处 于 恢复 初期 ， 其 土壤 
细菌 多 样 性 更 能 表现 出 差异 。 

(2) 不 同 植被 恢复 模式 下 土壤 细菌 群落 差 


























的 根源 之 一 ， 其 生态 恢复 研究 成 为 热点 。 本 人 研究 
以 云南 省 昆 阳 磷 矿 三 种 植被 恢复 模式 为 例 ， 从 不 
同 植被 恢复 模式 对 土壤 理化 性 质 和 细菌 群落 的 影 
响 以 及 土壤 细菌 群落 差异 的 原因 两 个 方面 进行 了 
分 析 ， 为 磷 矿 区 生态 恢复 工作 提供 理论 依据 和 科 
学 指导 。 

(1) 不 同 植被 恢复 模式 对 土壤 理化 性 质 和 
细菌 群落 的 影响 

磷 矿 区 土壤 中 磷 和 钾 养分 丰富 ， 有 机 质 和 毛 
养分 缺乏 ， 三 种 模式 与 未 恢复 土壤 相 比 ， 全 氮 、 
碱 解 氮 、 速 效 钾 含 量 均 提 高 ， 特 别 是 碱 解 氮 含量 
提高 了 一 倍 ， 养 分 流失 量 减 少 ， 在 一 定 程度 上 提 
高 了 土壤 质量 。 但 三 种 模式 下 土壤 理化 指标 的 改 
变 方 向 以 及 幅度 并 不 相同 ， 最 终 导致 三 者 土壤 理 
化 性 质 存在 较 大 差异 。 以 上 研究 结果 与 和 丽 萍 等 
(2012) 对 昆 阳 磷 矿 植被 恢复 土壤 肥力 研究 的 结 
果 一 致 。 赵 敏 慧 等 (2006a,b) 对 抚 仙 湖 流 域 磷 
矿 开 采 区 不 同 植被 恢复 模式 对 土壤 氮 素 和 磷 素 流 
失 的 作用 进行 的 研究 表明 ， 植 被 恢复 能 够 抑制 所 
素 和 磷 素 流失 但 不 同 模式 的 作用 效果 存在 差异 ， 
这 是 导致 不 同 模式 下 土壤 理化 性 质 出 现 差异 的 重 


















































异 的 原因 探讨 

不 同 植被 恢复 模式 下 土壤 理化 性 质 和 细菌 群 
落 均 出 现 差异 ， 那 么 ,土壤 细菌 群落 差异 是 由 植 
被 恢复 模式 不 同 还 是 不 同 模式 导致 的 土壤 理化 性 
质 差异 引起 的 呢 ? 本 研究 结合 PCR-DGGE 结 
以 及 相关 性 和 CCA 分 析 对 这 一 问题 进行 了 探究 。 
结果 表明 ， 植 被 恢复 模式 既 能 够 显著 影响 土壤 细 
菌 多 样 性 又 极 显著 影响 土壤 细菌 群落 物种 组 成 ， 
但 对 土壤 细菌 群落 物种 组 成 影响 最 大 的 不 是 植被 
恢复 模式 ， 而 是 土壤 碱 解 氮 含 量 。 

各 细菌 种 类 具有 各 自 的 原料 利用 生态 位 
(Reynolds 等 , 2003) ， 而 不 同 植物 由 于 根系 分 泌 物 
(地 下 输入 ) 及 凋落 物 (地 上 输入 ) 的 成 分 和 含量 
不 同 提供 了 不 同 的 生态 位 (Dakora 和 Phillips， 
2002; 陈 法 霖 等 , 2011), ， 因 此 不 同 植物 种 类 和 数量 
会 对 土壤 细菌 种 类 和 数量 产生 影响 。 不 同 植被 恢复 
模式 下 植物 种 类 和 数量 存在 差异 ， 因 而 土壤 细菌 种 
类 和 数量 产生 差异 ， 最 终 导 致 土壤 细菌 群落 多 样 性 
和 物种 组 成 差异 。 此 外 ， 大 多 数 植 物 能 够 与 菌 根 真 
菌 建立 共生 关系 ， 菌 根 真 菌 又 与 根 围 细菌 之 间 具 有 
相互 作用 ， 因 此 不 同 植物 根系 共生 菌 根 真 菌 的 种 类 





































































































要 原因 之 一 。 男 一 方面 ， 不 同 植物 对 养分 的 吸收 
能 力 及 凋落 物质 量 和 数量 的 差异 也 是 导致 土壤 理 
化 性 质 差 异 的 重要 原因 。 

除 土壤 理化 性 质 外 ， 不 同 植被 恢复 模式 下 土 
壤 细 菌 群落 多 样 性 和 物种 组 成 也 存在 差异 ， 土 壤 
细菌 多 样 性 芒 草 丛 > 早 冬瓜 藏 柏 麻 栎 混交 林 > 茂 
柏 旱 冬瓜 混交 林 ， 土 壤 细菌 群落 物种 组 成 的 相似 
HERF 50%。 夏 北 成 等 (1998) 对 多 草 模式 和 
白杨 树 模 式 土 壤 微 生物 多 样 性 进行 研究 时 也 发 
现 ， 多 草 模式 更 利于 土壤 微生物 群落 多 样 性 增 
加 ; Kowalchuk 等 (2002) 运用 PCR-DGGE 方法 
































对 土壤 细菌 群落 也 会 产生 影响 ( 戴 梅 等 ,2008 ) 。 
研究 还 表明 ， 有 些 具有 特殊 功能 的 植物 其 土壤 微 
生物 群落 具有 一 定 的 特异 性 ， 例 如 豆 科 植物 
(Han 等 , 2007) ， 同 样 ， 旱 冬瓜 作为 一 种 固氮 植 
物 ， 对 土壤 细菌 群落 可 能 具有 一 定 的 影响 。 

本 研究 中 ， 土 壤 细 菌 群落 物种 组 成 与 土壤 碱 
解 氮 含量 的 相关 性 达到 极 显 著 水 平 ， 一 方面 ， 因 
为 磷 矿 区 这 一 特殊 环境 下 土壤 中 氮 养 分 缺乏 ， 而 
氮 元 素 是 土壤 微生物 生长 的 必需 元 素 ， 不 同 氮 素 
利用 能 力 的 土壤 细菌 种 类 在 土壤 碱 解 所 含量 变化 
的 过 程 中 也 发 生 了 变化 。 我 们 推测 ， 在 磷 矿 区 恢 
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复 初 期 ， 与 所 养分 转化 相关 的 细菌 在 土壤 细菌 群 
落 中 较为 活跃 ， 首 先 出 现 变化 。 另 一 方面 ， 本 研 
究 有 两 种 模式 中 含有 旱 冬 瓜 这 种 固氮 植物 ， 由 
CCA 分 析 结 果 可 知 这 两 种 模式 与 芒 草 从 模式 间 
具有 更 大 差异 ， 可 能 是 因为 旱 冬 瓜 固氮 作用 导致 
的 土壤 中 碱 解 氮 含 量 的 差异 促进 或 抑制 土壤 细菌 
群落 中 一 些 特殊 的 固氮 相关 的 细菌 ( 孙 瑞 莲 等 ， 
2004), ， 因 而 不 同 土壤 碱 解 氮 含量 下 土壤 细菌 群 
落 物 种 组 成 出 现 差异 。 男 外 ， 由 于 细菌 多 样 性 指 
数 是 基于 相对 多 度 计 算出 来 的 ， 当 物种 组 成 发 生 
变化 时 ， 多 样 性 有 可 能 无 明显 变化 ， 因 此 本 研究 
中 土壤 碱 解 氮 含 量 虽 然 极 显著 影响 土壤 细菌 物种 
组 成 但 对 多 样 性 无 显著 影响 。 

主要 种 群 在 整个 生态 过 程 中 具有 至 关 重 要 的 
作用 ， 对 其 进行 研究 进而 找 出 对 生态 系统 影响 最 
大 的 功能 类 群 比 对 群落 中 所 有 种 群 进行 研究 更 有 
意义 。PCR-DGGE 技术 一 般 能 够 检测 出 种 群 数量 
超过 1% 的 细菌 种 类 ( 周 琳 等 , 2006), ， 能 够 较 好 
地 满足 对 主要 微生物 类 群 的 相关 研究 。 本 研究 运 
JH PCR-DGGE 技术 对 昆 阳 磷 矿 三 种 不 同 植被 恢 
复 模 式 下 土壤 细菌 群落 中 主要 种 群 的 多 样 性 以 及 
组 成 进行 了 分 析 ， 结 果 表 明 磷 矿区 土壤 细菌 群落 
的 主要 影响 因素 包括 植被 恢复 模式 和 土壤 碱 解 氮 
含量 。 由 此 可 见 ， 在 进行 磷 矿 区 恢复 时 植被 的 选 
择 非常 关键 ， 能 够 影响 到 地 下 微生物 进而 影响 到 
微生物 参与 的 生态 过 程 ， 特 别 是 针对 磷 矿 区 土壤 
有 机 质 和 氮 养 分 含量 缺乏 的 现状 ， 相 关 功 能 植物 
的 筛选 尤为 重要 。 另 外 ， 土 壤 中 参与 氮 养 分 循环 
的 细菌 在 恢复 初期 可 能 具有 更 加 重要 的 作用 ， 而 
且 磷 矿区 土壤 中 氮 养 分 缺乏 。 因 此 ， 在 进一步 的 
研究 中 应 结合 DNA 测序 技术 对 土壤 中 氮 养 分 转 
化 相关 的 细菌 进行 深 入 研究 ， 将 会 为 改善 磷 矿 区 
土壤 氮 养 分 提供 更 加 重要 的 科学 依据 。 
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